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摘 要 
目的：探究苯扎氯铵诱导 C57BL/6 小鼠干眼模型的最佳浓度，与局部应用苯扎氯铵
对结膜及颈部淋巴结中炎症因子表达水平的影响。 
方法：将 60 只小鼠分为 6 组，每组 10 只小鼠，在小鼠双眼结膜囊内滴入 5μl 不同
浓度的苯扎氯铵（Benzalkonium chloride，BAC）溶液（浓度分别为 0.05%、0.075%、
0.10%、0.15%、0.20%、0.25%），每天 2次(9am，9pm)，持续 7天，诱导小鼠干眼
模型，另 10 只小鼠作为正常对照组，实验过程中，所有小鼠均置于正常环境条件
下（即温度 23 ± 1℃，相对湿度 45± 5%）。7 天后应用酚红棉线检测泪液分泌量；
俄勒冈绿染料（Oregon green dextran ，OGD）荧光染色检测角膜上皮屏障功能；免
疫荧光染色检测角膜上皮凋亡标记物（Caspase-3、Caspase-8）与增殖标记物
（Ki67）、鳞状上皮化生标记物（K10）和基质金属蛋白酶-3（MMP-3）的表达水
平；过碘酸-希夫（Periodic acid-Schiff，PAS）染色检测小鼠结膜杯状细胞数量；
qRT-PCR 检测小鼠结膜及颈部淋巴结中炎症因子 IFN-γ、IL-13、IL-17 和 IL-6 的表
达水平。 
结果：当 BAC 浓度高于或等于 0.1%时，各组小鼠角膜不同比例出现新生血管或角
膜溃疡（比例分别为 0.10%BAC 组：30%；0.15%BAC 组：40%；0.20%BAC 组：
60%；0.25%BAC组：80%）；当 BAC浓度低于或等于 0.075%时，各组小鼠角膜均
未出现新生血管或角膜溃疡。0.05%BAC 组、0.075%BAC 组和 0.1%BAC 组均有泪
液分泌下降趋势，且 0.075%组与对照组差异有统计学意义；OGD 染色结果显示，
与对照组相比，实验组 0.05%BAC 组、0.075%BAC 组、0.1%BAC 组荧光染色增加，
均有显著性差异；与对照组相比，0.05%BAC 组、0.075%BAC 组、0.1%BAC 组
PAS 染色阳性细胞数量与 Ki67 荧光染色阳性细胞数量减少，均有显著性差异；
Caspase-3、Caspase-8 和 MMP-3 免疫荧光检测结果显示，经不同浓度的 BAC 诱导
后，在角膜上皮的表达量增加，且随 BAC 浓度的升高，表达增强；K10 免疫荧光
检测结果显示，BAC 浓度高于或等于 0.075%时，可诱导小鼠角膜发生鳞状上皮化
生；各组小鼠结膜及颈部淋巴结炎症因子检测结果显示，经不同浓度 BAC 诱导后，
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摘 要 
II 
 
各组小鼠眼表及淋巴结中均有免疫炎症的改变，且炎症因子 IFN-γ（Th1 相关）、
IL-6(Th17 相关)、IL-17(Th17 相关)表达升高，IL-13(Th2 相关)表达降低。 
结论：研究发现在稳定的正常环境（温度 23 ± 1℃，相对湿度 45 ± 5%）条件下，
使用浓度为 0.075%的 BAC 溶液每天滴眼两次(9am，9pm)，连续 7 天，可成功诱导
C57BL/6 小鼠干眼模型。此模型能够很好模拟干眼病人的眼表体征，且免疫炎症改
变也与干眼病人相似。通过局部用药诱导不易产生全身副作用、诱导方法简单且诱
导周期短易推广，因此可以用于干眼病理机制的研究以及干眼治疗新药物的评估等。 
关键词：干眼；苯扎氯铵；小鼠模型；炎症
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Abstract 
Objective: To explore the optimal concentration of Benzalkonium Chloride used in the 
induction of dry eye model in C57BL / 6 mice, and to detected the inflammatory changes 
in the ocular surface and cervical lymph nodes in this murine dry eye model. 
Methods: The experimental C57BL / 6 mice were randomly divided into six groups: 
control group which received vehicle control eye drops, 0.05% BAC mice which received 
0.05% BAC eye drops, 0.075 % BAC mice which received 0.075% BAC eye drops, 0.1% 
BAC mice which received 0.1% BAC eye drops, 0.15% BAC mice which received 0.15% 
BAC eye drops and 0.2% BAC mice which received 0.1% BAC eye drops. All the mice 
were housed in a stable environment (temperature of 23 ± 1 ℃, relative humidity of 45 ± 
5%) Topical application of BAK or vehicle eye drops was performed twice a day (9 am and 
9 pm) for 7 days. The tear production in mice was assesses by phenol red cottom test after 
7 days. The corneal barrier function of mouse was assessed by OGD staining. 
Immunofluorescence staining was used to evaluate apoptosis, proliferation, squamous 
metaplasia and MMPS in ocular surface. The number of mice conjunctival goblet cells was 
tested by periodic acid - Schiff (periodicacid-Schiff, PAS) staining. In addition, real-time 
quantitative PCR (quantitative Real-time PCR) was used to test the expression levels of 
inflammatory cytokines such as TNF-α, IFN-γ, IL-17, IL-6, IL-13 and IL-1β in the 
conjunctiva and cervical lymph nodes. 
Results: This study showed that, when the concentration of BAC higher than or equal to 
0.1%, corneal neovascularization and/or corneal ulcers appeared a large proportion of 
C57BL / 6 mice (2 eyes in 10 eyes of 5 mice in 0.1% BAC group and 6 eyes in 10 eyes of 
5 mice in 0.2% BAC group). Decreased tear secretion was noted in 0.05% BAC group, 
0.075% BAC group and 0.1% BAC group, but the difference was significant only in 0.075% 
group compared to the control group. OGD staining showed that the fluorescence intensity 
was significantly increased in a BAC concentration dependent manner. The number of PAS 
positive cells or Ki67 positive cells was significantly decreased in 0.05% BAC group, 0.075% 
BAC group and 0.1% BAC group comparing with the control group. The 
immunofluorescence staining showed that increased expression of Caspase-3, Caspase-8 
and MMP-3 in 0.05% BAC group, 0.075% BAC group and 0.1% BAC group in corneal 
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epithelium. Significantly increased expression of K10 in the corneal epithelium was found 
in 0.075% BAC group and 0.1% BAC group, while no obvious changed was noted in the 
corneal epithelium of 0.05% BAC group compared to the control group. The real time PCR 
showed that topical application of BAC significantly increased the mRNA level of IFN -γ, 
IL-6 and IL-17 in conjunctiva, while it decreased mRNA level of IL-13 in conjunctiva. 
Similar to the changed of inflammatory cytokines in conjunctiva, topical application of 
BAC significantly increased the mRNA level of IFN -γ, IL-6 and IL-17 in conjunctiva, 
while it decreased mRNA level of IL-13 in cervical lymph nodes. 
Conclusion: This study showed that, to induce dry eye model in C57BL / 6 mice by topical 
application of BAC eye drops, 0.075% was the best concentration. This model simulates 
the ocular signs and inflammatory changes of clinical and experimental dry eye. This model 
can be used to explore the pathogenesis of dry eye and develop new therapeutic drugs in 
dry eye treatment. 
Keywords: dry eye; Benzalkonium Chloride; mouse model ; inflammation 
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第一章 前 言 
1.1 干眼概况 
1.1.1 干眼的定义与发病率 
干眼是眼科门诊较为常见的一类眼表疾病。2007 年国际干眼工作小组将它定
义为一种多因素引起的泪液质和量的变化或动力学异常导致的泪膜稳定性下降，常
伴有眼部不适，导致眼表组织病变为特征的一类疾病总称[1]。大量流行病学研究也
已经表明，干眼全球发生率约为 5-35％，在不同人种、不同年龄阶段、不同经纬度
的人群，其发病率会有所区别，其中女性比男性发病率高，老年人比青年人发病率
高，亚洲人高于其他人种。值得庆幸的是，70%的人群仅为轻度干眼[2-5]。下表摘
自 2007 年的世界干眼工作小组报告，其中列举了近年来规模较大、涵盖地区广、
方法科学可信的流行病学研究结果，显示干眼具有很高的发病率。若将发病率换算
为绝对数值，可得到，在美国估计有 168万男性和 323万妇女，即合计为 491万 50
岁以上的人群患有干眼。另外，还有数千万人症状比较轻，出现频率较低，只是在
佩戴隐形眼镜后或长时间处于低湿度环境时才出现。 
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1.1.2 干眼常见患病因素  
干眼是泪液的质与量的改变或泪液动力学异常引起的泪膜不稳定都会导致眼表
面的损害,进而导致眼不适症状的一类疾病[6]，而造成干眼患病因素就成为研究干
眼的主要热点。 
1.1.2.1 视频终端综合征 
视频终端综合征一般是长时间使用电脑、电视、游戏机等终端屏幕，很容易出
现眼干、视疲劳、眼痒等症状的一类疾病，同时也是干眼患者逐年增加的主要原因
之一。有相关研究证明，视频终端综合征的操作者出现干眼原因与瞬目习惯的改变
有着密切相关性[7]。瞬目频率的改变可以直接影响着泪液能否均匀的分布于角膜表
面和泪液蒸发。Woods V.[8]报道，视频终端综合征患者大部分症状都是眼表干燥，
且在女性中表现越加明显。 
1.1.2.2 局部因素 
(1)长期配戴角膜接触镜  干眼症与配戴角膜接触镜的时间有关。如果长期的配
戴角膜接触镜，会影响泪膜的量与质 [9]、其完整性以及代谢 [10]等功能。
Santodomingo Rubido J.等[11]报道，长期配戴角膜接触镜会导致角膜上皮部分出现损
伤，原因可能是因为眼表微环境改变引起的。 
(2)眼部手术  眼部手术后损伤眼表组织，术后使用的激素及抗生素眼药水都很
有可能引起泪膜的损害，进而导致干眼的发生。目前屈光角膜手术(LASIK),术后主
要出现并发症是干眼症，这与泪膜破裂时间变短、中央角膜敏感性的下降、泪液容
量的减少及脂质层的变薄有关[12, 13]。翼状胬肉主要是结膜鳞状上皮化生、杯状细
胞密度增加，导致眼表的改变。手术用的机械易使角膜上皮脱落及术前的药物使用
都会影响泪膜形成。多次进行角膜缘手术会造成干细胞功能障碍,从而引起角膜上
皮的结膜化、慢性炎症、持续溃疡及底膜的破坏，最终导致结膜杯状细胞的消失，
引起干眼。 
(3)眼局部病变 研究局部例如睑缘炎、睑板腺功能障碍等发现，眼表脂质分泌
异常、眼睑损伤、眼睑闭合不全、肿瘤、外伤及免疫性疾病都可能是干眼的致病因
素[14-16]。 
1.1.2.3 全身因素 
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众所周知，干眼的患病率随着年龄的增长呈增加的趋势，年龄增加，泪液生成
量也会减少且蒸发量增加[17]。研究表明干眼患者中女性发病率明显大于男性主要原
因主要是男性中的雄激素的生物学效应可以调节睑板腺分泌油脂。同时还检测出在
泪腺及睑板腺中有存在雌激素受体[18]，女性在绝经泪液中的过氧化氢酶明显下降，
相反男性泪液中过氧化氢酶在高年龄后才会出现，因此认为性激素对于干眼的发生
及发展有着重要的作用[19]。机体的免疫系统发生异常,导致机体内不能区分自身还
是外来的分子，出现针对自身进行异常免疫应答，干眼可成为自身免疫性疾病的表
现之一。维生素 A对于眼睛角结膜上皮的生长及分化非常重要。维生素 A缺乏可以
导致细胞黏液的减少[20, 21]，从而导致干眼的发生。有文献报道，长期的高血糖和胰
岛素低下的环境会导致角膜神经损伤、泪液反射性的分泌不足，从而使得干眼的发
病率明显高于正常人[22, 23]。另外,颈椎病及甲状腺眼病患者都具有潜在的眼表炎症，
易引起干眼的发生[24, 25]。 
1.1.2.4 长时间全身或眼部用药 
研究证实，全身用药（噻嗪类利尿药、抗胆碱药、抗抑郁药、抗组胺药、抗高
血压药等）易增加干眼症的危险性[26]。眼部用药如丝裂霉素 C的细胞毒性使角结膜
上皮细胞坏死及脱落，使泪膜稳定性降低,杯状细胞和副泪腺受到破坏，导致泪液
分泌量减少甚至黏液成分改变，最终影响泪膜功能[27]，从而导致干眼的发生。 
1.1.2.5 环境因素 
外界环境如强风、空气干燥、长期生活在粉尘烟雾环境中、空调房工作的均可
能导致干眼，例如进入戈壁滩工作的男性青年泪膜破裂时间降低，不稳定，角膜完
整性也变差[28]。 
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1.1.3 干眼的病理生理特征 
1.1.3.1 眼表细胞的改变   
通过裂隙灯观察可发现，干眼症常伴随着眼睛球结膜的轻度充血、结膜囊分泌
物增多、结膜虎红染色、角膜荧光染色甚至干燥斑现象。利用印迹细胞学检测法可
观察结膜上皮杯状细胞的数量、形状改变以及鳞状化生程度。因为本方法有着低创
伤、易操作等特点，所以在干眼基础研究中得到了广泛认可及应用 [29]。利用
Nelson′S 分级法[30]，可将上皮细胞鳞状化生划分为 4 个等级，即正常、轻度、中
度、重度。 
1.1.3.2 泪液组分及其渗透压的改变  
干眼症发生时，泪液总量下降同时常伴随着泪液组分构成比例发生的改变和上
皮细胞渗透压的升高。泪液高渗透压被认为是引起眼表炎症、上皮损伤以及一系列
代偿反应的关键机制。在泪膜水样层缺乏，或者泪液蒸发过强的情况下，泪膜明显
变薄，泪液中的晶体/胶体分子数在泪液中的摩尔浓度大大增加，造成渗透压的升
高。泪液高渗的直接后果是诱导眼表上皮细胞的一系列炎症反应，包括调控炎症的
信号通路的激活，以及促进各种炎症因子的分泌，使眼表进入炎症状态[5]。同时，
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泪膜稳定性的破坏还能导致二次渗透，致脂质层异常等并发症的发生，从而引起恶
性循环的发生[31]。 
1.1.3.3黏蛋白的改变 
泪液中的黏蛋白主要是结膜中杯状细胞分泌，其相对分子量比较大，均为 3.0
×108~4.0×1010。目前研究表明，眼表部位存在的黏蛋白仅有 7种，即MUC5AC、
MUC1、MUC2、MUC4、MUC7 、MUC5B 和 MUC16，其生理功能主要有：①是
泪膜水液层重要组成部分，具有稳定泪膜的作用；②减少泪液水分流失，避免过分
干燥；③通过瞬目清洁眼表，对角膜和结膜上皮具有润滑作用；④促使角膜表面的
屈光面变得光滑，保证视觉功能；⑤参加角膜上皮细胞防御机制[32]。干眼症患者
通常伴随着粘蛋白在眼表总量和分布的变化。 
1.1.3.4 细胞凋亡 
干眼症发生时，眼表上皮细胞和泪腺腺泡细胞中的凋亡异常升高,然而局部组
织中淋巴细胞的凋亡却被抑制,一方面导致眼部组织损伤破坏,另一方面淋巴细胞凋
亡的减少进一步促进炎症的激活状态。正常泪腺腺泡与结膜上皮细胞中很少出现凋
亡,但在狗的干眼症模型中发现，凋亡相关标志物 p53、FasL以及 Fas在眼表组织中
表达升高,凋亡抑制因子Bcl-2表达降低,淋巴细胞的凋亡率与正常狗相比却显著下降
[33]。 
1.1.3.5干眼与炎症 
近年来, 许多研究证实炎症在干眼症的发生发展中起到重要作用, 抗炎治疗也被
纳入干眼症治疗规范化中。由上表可见，炎症在干眼中起着关键性的作用，干眼的
炎症被认为是基于免疫的非感染性炎症，常累及整个眼表的泪腺功能单位，干眼与
炎症互为因果，相互消长，易形成恶性循环。如果泪液分泌及排出系统发生功能障
碍，会促进眼表的炎症发展，同时，炎症也可推动干眼的发病进展，影响整个眼表
及泪腺组织结构与功能，并破坏泪膜的稳定性。从病理学角度来看，干眼有三个重
要的病理特征：1. 眼表上皮细胞鳞状化生；2  . 杯状细胞减少；3.上皮细胞凋亡。然而
炎症被认为是最终导致这些病理改变的关键因素。各种炎症相关因子，如白细胞介
素、T淋 巴 细 胞、黏附因子、参与细胞凋亡的因子、基质金属蛋白酶以及趋化因子等，
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